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Die folgertden Angaben sind den vom Anmelder eingereichten Unterlagen entnommen 

Prufungsantrag gem. § 44 PatG ist gestellt 

@ Verwendung von Giersch (Aegopodium podagraria L.) zur Behandlung und/oder Prophylaxe von bosartigen 
Tumoren 

@ Die vorliegende Erfindung betrifft die Verwendung von 
Giersch (Aegopodium podagraria L.) sowie eine Kombi- 
nation von Giersch mit Alant (Inula helenium L.) und/oder 
Cystus (Cistus incanus L.) zur Behandlung und/oder Pro- 
phylaxe von bosartigen Tumoren. 

Die Aufgabedervorliegenden Erfindung ist es, ein pflanz- 
lichesProduktfur die Behandlung verschiedener Krebsar- 
ten zur Verfugung zu stellen, das keine der Nebenwirkun- * 
gen zeigt, welche bei herkommlichen Krebstherapien un- 
umganglich sind. 

Indem die vorliegende Erfindung Pflanzen bzw. Extrakte 
solcher Pflanzen zur Verfugung stellt, die hemmenden 
Einflufc auf Zellproliferation und Zelldifferenzierung ha- 
ben, werden Produkte zur Verfugung gestellt, die wirksam 
> zur Prophylaxe und Therapie von bosartigen Tumoren 
eingesetzt werden konnen. 
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Die vorhcgcnde Erfindung betrifft die Verwendung von Giersch (Aegopodium podagraria L.) zur Behandlune und/ 
Oder Prophylaxe von bosarhgen Tumoren. Weiterhin betrifft die Erfindung die Verwendung von Giersch in Kombi nation 
bS^L^^^ CyS,US (CiStUS inCanUS L ) CbenfallS Behandlun S u ^/oder Prophylaxe von 

Nach Herz-Kreislauferkrankungen ist Krebs die zweithaufigste Todesursache in der westlichen Welt. So starben 1996 
allein in den Vereimgten Staaten annahernd 550.000 Menschen an Krebs, wobei zu erwarten ist, daB diese Zahl in den 
nacnsten Jahren noch stetgen wird. 

Grundsatzlich werden diverse Umweltfaktoren, z. B. Rauchen. einseitige Emahrung, StreB. aberauch erbliche Pradis- 
position, die z B. bei Brustkrebs nachgewiesen wurde, fiir die Entstehung von Tumoren veranlwortlich gemacht Diese 
s.nd das Resultat me.sl nur emer veranderten Zelle, in deren Nachkommenschaft sich sukzessive Mutationen anhaufen 
so daB /el haufen aus morphologisch stark veranderten Zellen entslehen. Diese Zellen zeichnen sich dadurch aus. daB sie 
eine erhoh te Zellproduktion auf Gmnd von wachstumsausldsenden Mutationen (Hvperaktivierung von Protoonkogenen) 
Oder von Unterdruckung zelleigener, teilungsinhibierender Prozesse (Inaktivierung von Tumorsuppressoren) aufweisen 
Die Vielzahl der Ursachen fiir gesteigerte Zellwachstumsraten auf molekularer Ebene spiegell sich in der groBen Zahl 
unterschiedhcher Tumortormen wieder. Davon kann jedes Gewebe des menschlichen Korpers betroffen sein, wobei ie 
nach Gewebetyp verschiedene Tumorarten unterschieden werden, beispielsweise Sarkome (Bindegewebe), Gliome 
(Neuronalgewebe) und die weilaus am haufigsten auftretenden Carzinome (Epithelialgewebe) 

Die wohl am haufigsten angewandte Therapie gegen malignes Zellwachstum ist das operative Entfernen des krankhaf- 
w p n rin W tR ' ™e jedoch auch oft gesundes Gewebe entfernt weiden und selbst dann kann nicht ausgeschlossen 

werden, daB ein.ge entartete Zellen verble.ben und erneut einen Tumor bilden. Weitere Moglichkeiten besfehen darin, 
durch Besu-ahlung (Radio- und Ionentherapie) die entarteten Zellen abzutoten. Da diese Methoden jedoch nicht sehr spe- 
zifisch sind, wtrd auch hier gesundes Gewebe beschadigt. Eine relativ effektive Therapie stellt die kombinierte Verabrei- 
chung mehrerer Chennkahen dar, die die Zellteilung unterschiedhcher Zellarten hemmen (Chemo-therapie). Auch hier- 
be. werden aurGrund der genngen Spezifitat viele gesunde Zellen abgelolel, und die Palienten leiden an Nebenwirkun- 
gcn, wic starker Ubclkcit und Erbrcchcn. Haarausfall und aUgcmcincm Schwachcgcfuhl. 

Auch " weiche" Methoden, wie die Starkung des korpereigenen Immunsystems durch Interferone oder der Einsatz mo- 
nok onaler Antikorper. die sich spezifisch gegen entartete Zellen richten sollen, haben nachteilige Wirkung auf den Pa- 
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Pflanzhche Alkaloide, die die Bildung der zur Zellteilung bendtigten Mikrotubuli inhibieren, werden ebenfalls zur 
Krebstherapie eingesetzt. Beispiele fur solche Substanzen sind Vinblastin, Vinorelbine, Pacfitaxel und Docetaxel Auch 
hier besteht das Problem, daB diese Substanzen unspezifisch sind und damit auch auf gesundes Gewebe schadigend wir- 

Auf Grund der hohen Mortalitatsraten durch Krebs und des oft fiir den Erkrankten qualvollen Krankheitsverlaufs be- 
steht em groBer Bedarf an gut vertraglichen Mitteln zur Prophylaxe und zur Therapie von Krebs, die es erlauben mali- 
gnes Zellwachstum zu inhibieren, ohne jedoch gesunde Zellen zu schadigen 

Die Gattung Aegopodium podagraria L. umfaBt etwa sieben Arten, die in Europa und Asien verbreitet sind und im 
deutschsprachigen Raum als Giersch, Zipperleinskraut, Dreiblatt oder GeiBfuB bekannt sind. Die krautige Pflanze wird 
bis heute als Speisepflanze verwendet, wobei vor allem die Blatter und Blattstiele roh (als Salat) oder gekocht (als Ge- 
muse) verzehrt werden. Giersch ist eine seit langem bekannte Heilpflanze, die traditionell zur Behandlung von Rheuma, 
Gicht und Hamorriioiden in Form von Teeaufgussen, innerhch und auBerlich, Umschlagen und Heilbadern angewandt 
wird. Khnische Studien oder dokumenlierte Erfahrungsberichte zur Wirksamkeit bei den genannten Anwendungsgebie- 
ten hegen nicht vor, so daB die Wirksamkeit der Droge und ihrer Zubereitungen nicht belegl ist 
45 ™^ C «. k0 , nn ! en hohe X/i Konz f ntrau onen an Vitaminen, wie Vitamin C (200mg/100g Blatter) und Karotin 

1 llK ? An 0 "?? len> u k EiS6n 07 mg/10 ° 8) ' Ku P fer (2 m S /10() S)' Ma "g an ( 2 ' 2 ^^Og). Ti^n 

(1.77 mg/lOOg) und Bor (4 mg/lOOg), nachgewiesen werden. Dabei variiert der Vitamin C-Gehalt der Blatter in Abhan- 
gigkeit von der Jahreszeit; im Friihjahr ist der Gehalt am hdchsten und nimmt bis zum Spatsommer urn ca 50% ab 

Weitere Inhaltsstoffe von Giersch sind atherische Ole, die in alien Pflanzenteilen enthalten sind und deren Zusammen- 
setzung b.sher noch nicht bekannt ist. Bisher nachgewiese Stoffe sind Falcarindiol, Apterine (Furanocumarin-Glyco- 
side), wie Hyperosid, Isoquercitin, Kampferolrhamnoglucosid, ein hochmolekulares Lectin (ca. 480.000 Da) aus dem 
Rhizorn. welches vorzugsweise nicht Erythrozyten der Blutgmppe A agglutiniert, Phenolcarbonsauren, wie Kaffeesaure 
SprinferTerirgT' 6 ' S ° W1C 0S,eril1, Umbelliferose und Cumarine (Hagers Handbuch der pharmazeut. Praxis, 1992, 
Die Gattung Inula helenium L. umfaBt ca. 120 Arten, woven etwa 25 Arten in Europa heimisch sind. Bekanntete 1K- 
vialnamen dieser Ptlanze sind u. a. echter Alant, Schlangenwurz oder Helenenkraut. In seiner volkstiimlichen Anwen- 
dung wird A ant innerhch gegen Verdauungsstbrungen, Menstruauonsbeschwerden, Infektionen der ableitenden Ham- 
wege, bei Erkrankungen der Atemwege, wie Bronchialkatarrh, Keuchhusten und Reizhusten, sowie bei Bronchitis als 
bxpectorans be. Herzbeschwerden, Erkaltung, Kopfschmerzen und Wurmbefall eingesetzt und auBerlich bei Exan- 
themen und Infektionen der Haul angewendet. Dahei konnen als unerwunschte Nebenwirkungen Kontaktallemien und 
-dermatitis ausgeldsl werden. 

Eine antimikrobielle Wirkung, die sich vor allem gegen gram-negative Bakterien richtet, beruht in erster Linie auf dem 

SSI , rf q Z e,Pe , a u 0nen in Alam - Def Petrolelher der Dr °g^ (Helenin) hat in vitro eine minimale Hemmkonzen- 
rdtion von 10-400 pg/ml bei gram-negativen und 100-800 ug/ml bei gram-positiven Bakterien. Bei Fusarium solani 
Uegt eine fungistatische Aktivitat von Alantolacton bei 100-200 kg/ml in vitro vor. Desweiteren konnte ebenfalls eine 
anti-antnelminusche Aktivitat des waBrigen Drogenextraktes in vivo und eine biutgerinnungsfdrdernde Wirkung durch 
Hclemn (2-10 mg/kg Kdrpergewicht) in vivo nachgewiesen werden. 
Ebenfalls belegt ist eine anti-tumorale Wirkung von Alantolacton und Isoalantolacton aus Alant. weiche ab einer Kon- 
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zentration von 50 ug/ntl zu 100% das Wachstum einer inenschlichen Lungcncarcinomzellinie heminen. Bin nicht nahcr 
spezifizicries Extrakt hal i.p. (20-160 mg/kg Korpergewichl, verschiedenc Applikationsintervalle) an verschiedenen 
transplanierlen Sarcomen der Ratte eine hemmende Wirkung auf das Tumorwachstum.bei geringer Toxizitat. 

Die Inhaltsstofte von A I ant, besonders die der Wurzcl, sind relativ gut charaktcrisiert. So wurde in den Bliiten Qucr- 
cetin, Quercitin-7-triglucosid und Methylquercetin, in den Blatlern I-Inositol und der Bitlerstoff Alanlopikin und in den 5 
andcren oberirdischen Pflanzenteilen Sesquilerpenlactone sowie Petaine nachgewiesen. Die Wurzel enthalt atherische 
Ole, Tcrpene, Wachse und Polysaccharide. In Abhangigkeit von der Vegetationsperiode kann der Anteil an atherischen 
Olen bis zu 5% belragen, wobei der hochste Gehalt ini Herbst gemessen wird. Da von besteht der groBte Tcil aus Sesqui- 
terpen Lactone n des Eudesrnanolidtypus: bis zu 2% Alantolacton, bis zu 2,7% lsoalantolacton, daneben geringe Mengen 
Dihydroisoalantolacton, Dihydroalantol acton und Tetrahydroalantolacton. Das Gemisch dieser Alantolactonderivate io 
wird u. a. auch als Ilelenin oder Alantcampherbezeichnet. Desweiteren wurden u. a. Spuren von Petainen und Ilarze und 
Wachse gefunden. Von dem Polysaccarid Inulin, das bis zu 44% ausrnacht, leitet sich der Name der Pflanzengattung ab. 
Weiter sind Pectine und Polyfructosane, die ahhangig von der Jahreszeit als enzymatische Ahbauprodukte des genuinen 
Reservepolymers auftreten, nachgewiesen worden. Als Zubereitungsform ist der alkoholisch-waBrige Extrakt der Wur- 
zel bekannt (Hagers Handbuch der pharmazeut. Praxis, 1992, Springer Verlag). 15 

Die Gattung Cisius incanus L. ist vor aOem im Mittelmeerraum verbreitel. Die recht seltende Pflanze wachsl als aro- 
matisch riechender Strauch mil eilorniig-lanzettlichen Blattern und rosaroten Bliiten auf magnesiumreichen Boden. Die 
Volksmedizin nutzte die Wirkung dieser Pflanze in unterschiedlichster Weise, hauptsachlich jedoch zum Stillen von 
Juckreiz (Hamorrhoiden), Allergien und ganz allgemein zur Wundbehandlung, d. h. zur Therapie von lokalen bakteriel- 
len Infektionen und Mykosen. Die Pflanze wird ebenfalls zur Infektionsprophylaxe in Form von Kdrperwaschungen oder 20 
als Breiverband auf offenen Wunden eingesetzt. Die traditionellen Heilverfahren benutzen dafiir die gekochten waBrigen 
Extrakte der oberirdischen Pflanzenteile, welche im Fruhjahr gesammelt werden. In jiingster Zeit wurden Cystuslosun- 
gen ebenfalls erfolgreich zur Behandlung von Neurodermitis, Akhe vulgaris, Entziindungen des Mund- und Rachenrau- 
mes, sowie zur Karies- und Parandontoseprophylaxe eingesetzt. 

Phytochemische Untersuchungen der Gattung Cistus L. konzentrierten sich auf die Analyse der atherischen Ole und 25 
Harzbestandteile (Terpenoide) sowie der Flavonoide und GerbstofTe. Als Bestandleile des atherischen Ols von Cistus in- 
canus L. sind Monotcrpene, Scsqui- und Ditcrpcnc sowie Ester und Alkoholc identifiziert worden. Die Ditcrpcric machen 
dabei mil einem ungewohnlich hohen Anteil von knapp 60% die Hauptmenge des atherischen Ols aus. Als polyphenoli- 
sche Inhaltssloffe von Cystus wurden Kampferol, Quercetin sowie fur Cistus incanus Methylether von Apiginin nachge- 
wiesen (Beate-Smith (1962), Dicotyledones; J. Linn. Soc. London (Botany), 58, S. 95; Lebreton und Bonchez (1967), 30 
Phytochemistry, 6, S. 1601; Vogt et al. (1987), Phytochemistry, 26, S. 1027; Wollenweber und Mann (1984), Natur- 
forsch. 39c, S. 303). 

Die historisch altesten Uberlieferungen zu Cistus L. betreffen das Labdanum-Harz, welches hauptsachlich aus den 
Blattern und Zweigen von Cistus ladaniferus L., Cistus monspeliensis L. und Cistus incanus L. ssp. creticus .gewonnen 
wurde. Dieses seit dem Altertum bekannte Harz diente vor allem wegen seines Wohlgeruches zu Raucherzwecken, aber 35 
auch memzinisch als Expectorans bei Katarrhen, auBerlich in Pflasterform zur Behandlung von Geschwuren und als Zu- 
satz in Wundsalben. Eine Verwendung auBerhalb des Mittelmeerraumes als Abfiihrmittel (Depurvauvum) bei der Be- 
handlung leproser Erkrankungen wurde ebenfalls berichtet. Als mogliche Nebenwirkungen eines wiederholten Kontak- 
tes mil Blattern von Cistus incanus kann in seltenen Fallen eine allergische Dermatitis auftreten. 

Aufgabe der voriiegenden Erfindung ist es, ein pflanzliches Produkt zur Behandlung unoVoder Prophylaxe von bosar- 40 
tigen Tumoren bereitzustellen. 

Die Aufgabe wird erfindungsgemaB gelost durch die Verwendung von Giersch (Aegopodium podagraria) zur Behand- 
lung und/oder Prophylaxe von bosartigen Tumoren. 

ErfindungsgemaB konnte liberraschend eine neue, zellwachstumshemmende und zelldifferenzierungsfordernde Wir- 
kung von Giersch wissenschaftlich nachgewiesen werden. 45 

In einer bevorzugten erfindungsgemaBen Ausfuhrungsform wird Giersch in Kombination mit Alant verwendet. 

In einer weiteren bevorzugten erfindungsgemaBen Ausfuhrungsform wird Giersch in Kombination init Cystus und ge- 
gebenenfalls Alanl eingesetzt. 

ErfindungsgemaB konnen die ganzen Pflanzen von Giersch, Alant und Cystus und/oder Pflanzenteile davon, wie Wur- 
zeln, Blatter, Bliiten und/oder Samen, verwendet werden: Von Giersch und Cystus werden bevorzugt oberirdische Pflan- 50 
zentcile verwendet, wahrend von Alant vorzugsweise unterirdische Pflanzenteile verwendet werden. 

Giersch, Alant und auch Cystus werden bereits seit Jahrhunderten von Menschen verzehrt, ohne daB schadliche Wir- 
kungen, ausgenonimen Kontaktallergien durch Alant bzw. Cystus, bekannt sind. Durch die Anwendung der oben ge- 
nannten Pflanzen und/oder Pflanzenteile zur Therapie von Krebs werden die oft gravierenden Nachteile der herkommli- 
chen Krebstherapien umgangen. 55 

Giersch sowie Alant und Cystus konnen erfindungsgemaB in pharmazeutisch geeigneter Darreichungsform verwendet 
werden. Sie konnen beispielsweise in Form zerkleinerter Pflanzenteile vorliegen, die aus getrockneten oder frischen 
Pflanzen bzw. Pflanzenteilen von Giersch und gegebenen falls Alant und/oder Cystus hergestellt wurde. Weitere Bei- 
spiele fur pharmazeutisch geeignete Darreichungsfonnen sind waBrige, alkoholische und/oder olige Extrakte, Konzen- 
trate, Granulate, Tabletten, Kapseln und Salben. 60 

AuBerdem konnen erfindungsgemaB weitere Wirkstoffe, wie Vitamine. Mineralien und sekundare Pflanzenstoffe, ver- 
wendet werden. Beispiele fur Mineralien sind Calcium, Magnesium und Selen. Beispiele fur Vitamine sind die Vitamine 
A, C, E sowie die Vitamine des B-Komplexes. Die Mineralien und/oder Vitamine konnen als solche oder in Form von 
Zubereitungen zugegeben werden. Dabei sind pflanzliche Quellen bevorzugt. Sekundare Pflanzenstotfc sind z. B. Fette 
und Gle, Pigmente, Farbstofle und Harze. , 65 

Weiter konnen pharmazeutisch unbedenkliche bzw. annehmbare natiirliche oder synthetische Zusalze oder Hilfsstoftc, 
wie Bindemittel, Sprengmittel, Gleitmittel, Trennmittel, Losungsmittel, Stabilisatoren, Farbemittel und Geschmackskpr- 
rigentien, zugegeben werden, die in Abhangigkeit von der gewiinschten Darreichungsform ausgewahlt werden. Bei- 
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spielc fur erfindungsgemaB verwendbare Hilfsstoffe sind 

m^TS™ S '^ k o . Al ^T' Ge ' atine ' Zucker ' Johannisbrotkernmehl, Cellulosederivate, wie Cellulose- 
ether, und Polymere, wie Polyvinylpyrrolidon; 

- Sprengmillel, wie Starke und Starkeether; 

"FI'^'iT 1 Talkum ' Stearate ' wie Calcium - und Magnesiumstearat. Magnesium- und Calcium- 
carbonat. Cellulose Magnesmmoxid, kolloidale Kieselsaure, Silikate, wie Natrium-, Magnesium" Calcium^ und 

^SSSSiST^ Wk Br0lmehl ' Me ^'- Kart °^ Buchwefzen- -nd'SSS una 

- Losungsmittel, wie Wasser, Alkohol und Losungen von Bindemitteln; 

- Stabdisatoren, wie Fette, Ole, Aromastoffe und Starkederivate- 

Pi^n^tl* "7 lebenS ™ itte1 -' ""d arzneimittelrechtlich zula'ssige natiirliche und synthetische Farbstoffe und 
Pigmente, beisp.elsweise Caroten, Zuckercouleur, Belanin und Tycopin- und 

- Geschmackskorrigentien, wie Gewiirze, Krauler, Salze, SiiBungsmittel und Aromastoffe. 

Die genannten Hilfsstoffe eignen sich insbesondere zum Tablettieren und Granulieren 

<= rnndun g s gfmaB verwendeten Pflanzen oder Pflanzenteilen enthaltenen fliissigen und/oder fliichtigen Be- 
standtetle, msbesondere Wasser, konnen darausdurch ubliche MaBnahmen, beispielsweise durch TVocknen mi :S ins 
besondere mtt vorgetrockneter Luft, Trocknen dureh iiberkritisches CO,, Gefrie^rocknen sJton^<^V^l 
20 b^o^ere^nfB^M^h n von e ]^: D l^ M ^ onzelHI ieningsveiiialtnis liegt vorzugsweise i^Srefch vo^l^f 1 bis^lO : 2, ^k- 

,Sr °" z f ntra i i ^ ann dann ; ebens ° wie die getrockneten Pflanzen und/oder Pflanzenteile, in iiblicher Weise zu Tablet- 
en Granulaten, Pu vern, Pellets oder Kapseln verarbeite. werden. Vorzugsweise wird das Konzentrat erfintagemaB 

altGtr^ 

30 « d f ,e ,f n T dere " Verfahren hergestellte Granulat kann als solches verwendet werden Akemativ kann 

es gegebenenfalls ,n Komb.nauon z. B. mit Granulaten und/oder Pulvern, die weitere Mineralstoffe una/odeT famine 

35 I^StSSST V °" HT " 29 ^ FUnkli0 " ^ K °~ i0n dneS v-endeten 

PBslt&tAtrs o ss^^^ 

raSiv?? t C Prolif " ati0 " von MCF7-ZeUen als Funktion der Konzentration eines erfindungsgemaB verwendeten 
DMSO-Extraktes aus Alant (Extrakt 3) und Cystus (Extrakt 4) "g^gemau verwendeten 

40 Das nacbfolgende Beispiel erlautert die Erfindung: 

Beispiel 

Herstellung eines Pflanzenextraktes 

45 

uher°Sr^h, P t flan 7 enn,aterial (GierSCh ' ^ lant) WUrde " mil 5 ml DMS0 <*" alternativ ™t 5 ml PBS-Puffer versetzt und 
uber Nadu be, Zimmertemperatur geschuttelt. Danach wurden die Proben fur 2 Min bei 6000 UpM in einer TlsXntri 
fuge abzentnfugtert. Der entnommene Uberstand wurde nochmals fur 2 Min bei 10.00C I UpKnXTert PB^ Ex" 

50 ^l^gtn^^^ 

Mil DMSO oder PBS-Puffer versetztes Pflanzenmaterial von Cystus wurde 4 h bei 80°C geschiittelt AnschlieRenH 

S^ 1 *"*"*" bei 10000 8 f0r 10 mn zemrifU8ier, • PBS - Ex,rak,e wurden ™ ziSS Si£S232 

Extrakt 1: Giersch (ganze Pflanzen) 

55 22 * ^J2S!i v Tei,e ^ " x " und " y " sind fUr jedes Experiment gesondert -«*- 

Extrakt 4: Cystus (oberirdische Pflanzenteile) 

Zellkultur zweier humaner Danncarzinomzellinien 
Caco-2 Zellen (Braunschweig, Passage 40) wurden in DMEM-Medium (Gibco) kultiviert Die Passasen fanden steR 
1 % MFM n hT 3 Tr K A ° nflUenZ) S,aU - ° ie Medie " WUrde " ,nit 10% Ktalem Kalberseim ffSuSS ctaS? 

£^33525 gssssr 1 70 kg/ml Gen,amicin supplementiert - Die inkubauon d - zeiien fand 5 

H W^no" S ^ V °" T J^ 0 WUrden " " minimal CSSential medium "( MEM )" nach Eagle 

NClenCC ° a S " 432 " 437 < 1959 > kultiviert 2 ml Volumen einer einheitlichen Zellsuspension mit ca. 100.000 ZeUen 
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/nil wurden fur 6 Tagc unter Slandardbedingungen auf Kullurschalen mil 35 ram Durchmesscr kuliivierl. Jedcr Schale 
wurden 20 ul der vcrdunnten und vorbehandelten Extrakic zugcsetzt. 

Proliterationstests, 

5 

Die Proliferalion der HT-29 bzw. Caco-2 Zellen wurde mil Hi lie eines DNA-bindenden Fluoreszenzfarbstofles (Sy- 
t ox-Green, Molecular Probes; Leiden, Niederiande) bestimmt, der nur Zellen mil defekter Zeilmembran zu pcrnicieren 
vermag. Nach Erslellen einer Eichkurve konnte anhand der gemessenen Fluoreszenz zunachst die Anzahl der loten Zel- 
len und anschlieltend, nach Lyse der Zellen mil dem Dctergens Triton-X 100 (1% Endkonzentration), die Gesamtzahl als 
Parameter der Proliferalion bestimmt werden. Die Cytotoxizitat einer Substanz ergab sich aus dem Anteil der toten Zel- 10 
len an der Gesamtzahl. Die Fluoreszenzmessungen wurden an einem Mikrotiterplattenreader (Fluoreskan Ascent, Lab- 
systems, Merlin Diagnostika, Bornheim-Hersel, Deutschland) durchgefuhrt. Fur die Proliferationsinessungen wurden je- 
weils 2.000 HT-29 bzw. 5.000 Caco-2 Zellen auf 24 'weir-Plastik-7^11kulturplatlen der Firma Renner ausgesat. Man liefi 
die Zellen fiir 24 h auf den Platlen anwachsen, bevor die sterilfiltrierten Extrakie im Kulturmedium auf die Zellen gege- 
ben wurden. Nach 72 h wurden die entsprechenden Parameter gemessen (n=4). Die Konlrolle enthielt die im jeweiligen 15 
Versuch maximal eingesetzte DMSO-Konzentration, urn etwaige DMSO-Eflfekte der entsprechenden Extrakte auf das 
Wachstum der Zellen auszuschlieBen. 



Differenzierungstest 

20 

Effekte auf die Differenzierung der Zellen wurden anhand der Aktivitatsmessung der alkalischen Phosphatase be- 
stimmt, die ein Markerenzym der Burstensaummembran darstellt. Dazu wird die Freisetzung von Fluorescein aus Fluo- 
resceindiphosphat (Molecular Probes) als Funktion der Zeit fluoreszenzoptisch ermittelt. Die Zellen wurden mit 50%iger 
Konfluenz in 25 cm 2 Flaschen ausgesat und in Anwesenheitdes Extraktes fur 3 Tage inkubiert. Nach Trypsinisieren der 
Zellen wurden diese abzentrifugiert, auf 24 'weir-Platten uberfuhrl und die Messungen durchgefuhrt. Ein Aliquot der 25 
irypsinisierlen Z^ellen diente der Zellzahlbeslimmung. 



Zellproliferation in Gegenwart von DMSO-Extrakten von Giersch 

In Tabelle 1 (A) bis (D) ist der Effekt verschiedener Konzentrationen eines Giersch-Extraktes dargestellt. Dazu wurden 30 
Caco-2 und HT-29 Zellen in 10% FKS-haltigem Medium ausgesat und nach 24 h mit 2%, 1% und 0.5% (A,B,C) eines 
wie oben beschrieben isolierten Extraktes aus Giersch (Extrakt 1) behandelt. Die ZelLzahlen wurden nach 72 h bestimmt. 
Die Ergebnisse sind dargestellt als % der ausschlieBlich mit DMSO-behandelten Zellen (Kontrolle=100%). Die Zahl der 
toten Zellen wurde nut Hilfe des Farbstoffs Sytox-Green bestiumit und als % der lebenden Zellen der Kontrolle darge- 
stellt. Die Proliferation von HT-29 und Caco-2 Zellen in Gegenwart von Extrakten aus Giersch in Anwesenheit geringer 35 
FKS-Konzentrationen (0,1%) ist in (D) dargestellt. 

Tabelle 1 

(A) Zellproliferation von Caco-2 und HT-29 Zellen in Gegenwart eines DMSQ-Extraktes (2%) aus Giersch 40 



Gesamtzellzahl (%) Anzahl toter Zellen (%) 





Kontrolle 


Extrakt 1 


Kontrolle 


Extrakt 1 


Caco-2 


100+5,3 


5,5+1,0 


1,6+0,3 


0,2+0,1 


HT-29 


100+4,0 


5,1±2,3 


4,7+2,0 


0,5+0,2 



, 50 

(B) Zellproliferation von Caco-2 und HT-29 Zellen in Gegenwart eines DMSO-Extraktes (1%) aus Giersch 

Gesamtzellzahl (%) Anzahl toter Zellen (%) 





Kontrolle 


Extrakt 1 


Kontrolle 


Extrakt 1 


Caco-2 


100+2,2 


8,0+1,2 


3,2+1,5 


0,2+0,1 


HT-29 


100+6.1. 


4,1+1,0 


3,0+1,1 


1,0+0,5 
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(C) ^proliferation von Caco-2 und HT-29 Zellcn in Gegenwart eines DMSO-Extrak.es (0,5%) aus Gierseh 

Gesamtzellzahl (%) Anzahl toter Zellen (%) 





Kontrolle 


Extrakt 1 


Kontroiie 


Extrakt 1 


Caco-2 


100+7,0 


14,0+3,3 


2,2+1,5 


3,1+2,0 


HT-29 


100+9,7 


29,5+4,9 


4,8+3,8 


2,6+0,5 



15 



20 



(D) /...proliferation von Caco-2 und HT-29 Teller, in Gegenwart eines DMSO-Extraktes (0.1 «) aus Gierseh bei niedri- 

gerFKS-Konzentration (0.1%) 



30 



35 



40 



45 



50 



55 



60 
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Zellzahl (%) 


HT-29 ohne Extrakt 


100+4,9% 


Ht-29 mit Extrakt 1 


15,1+1,3 


Caco-2 ohne Extrakt 


100+5,4% 


Caco-2 mit Extrakt 1 


10,5+6,3% 



Zel.proliferation in Gegenwart kombinierter Extrakte aus Gierseh und Alant 
Da'zu V ° n Giersch ' und Alant-Extrakten auf die Zellproliferation datgestellt. 

Tabelle 2 

Wirkung der Kombination eines Giersch-Extraktes auf die Proliferation von HT-29 Zellen 

(A) 



Extrakt (Konz. in %) 


Zellzahl ( % der Kontrolle) 


Kontrolle 


100+4,1 


Extrakt 1 (0,5%) 


40,4+2,0 


Extrakt 2 (0,5% Giersch+0,005 % Alant) 


42,5+7,4 


Extrakt 3 (0,005%) 


70,2+6,0 


(B) 


Extrakt (Konz. in %) 


Zellzahl ( % der Kontrolle) 


Kontrolle 


100+3,3 


Extrakt 1 (0,1% ) 


71,6+3,7 


Extrakt 2 (0,1% Giersch+0,0025% Alant) 


75,4+2,7 


Extrakt 3 (0,0025%) 


73,0+7,4 
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Zelldifierenzierung in Gcgenwart von DMSO-Extraklen aus Giersch 

In Tabelle 3 isl die differenzierungsfordernde Wirkung von einem Extrakt aus Giersch (Extrakt 1) beschrieben. Mil 
TTilfc des oben bcschriebcnen Differenzierungstcsts wurde die Aktivitat von alkalischcr Phosphatase in zwei verschicde- 
nen Zellinien untersucht. Besonders Caco-2 Zellen zeigen eine stark erhohte Anzahl difterenzierter Zellen, wahrend HT- 
29 Zellcn durch Giersch-Extrakt nur in geringem MaB zur Differenzierung angeregt werden. 
n.b. = nicht bcstimmt 

Tabelle 3 

Differenzierung von IFF- 29 und Caco-2 Zellen nach Inkubation mil einem DMSO Extrakt aus Giersch 

Alkalische Phosphatase Aktivitat/1 x 10 6 Zellen 
(% der Kontrolle) 



Konzentration des 


HT-29 


Caco-2 


Extraktes [%] 






0,25 


90+10 


n.b. 


0,5 


100+5 


130+13 


1 


106+10 


298+30 
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Cytotoxizitat von DMSO-Extrakten aus Giersch 

In Tabelle 4 ist die differenzierungsfordernde Wirkung von Giersch-Extrakten aus HT-29 dargestellt. Dazu wurden die 
Zellen wie oben beschrieben ausgesat und das Medium mil verschiedenen Konzentrationen des DMSO- Extraktes 1 
(Giersch; 0,5% bis 5°/o) versetzt. Nach 3 h bzw. 24 h wurde, wie oben beschrieben, die Gesamtzellzahl und Anzahl der 
toten Zellen bestimmt und in %, bezogen auf die Anzahl der ausschlieBlich mit DMSO behandelten Zellen, dargestellt. 
Fiir die mit Giersch-Extrakt behandelten Zellen betrug die Zellzahl der Kontrollen 51.210 HT-29 Zellen (3h Kontrolle) 
und 79.210 HT-29 Zellen (24h ^Kontrolle). 
n.b. = nicht bestimmt 

Tabelle 4 

Akute Gytotoxizitat und 24 h-Cytotoxizitat in HT-29 Zellen durch DMSO-Extrakt aus Giersch 





3h 


24 h 


Konz. des Extraktes 1 {%) 


Gesamtzellzahl (Anzahl 


Gesamtzellzahl 


toter Zellen) in {%] der 
unbehandelten Kontrol- 
le = 100% 


(Anzahl toter Zellen) in 
[%] der unbehandelten 
Kontrolle = 100% 


0,5 


107,5+2,5 

(4.5+0,6) 


101,0+5,1 

(1.7+0,2) 


1 


104,7+3,8 

(5,0+1) 


75,5+4.0 

(2.7+0,5) 


2 


92,5+5,3 

(4,2+3) 


68.8+4,1 

(3,0+0,1) 


5 


81,3+2,5 

(7,5+4,5) 


n.b. 

n.b. 
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Proliferationshemmende Wirkung von Alant und Cystus 

Das relative Wachstum von MCF7-Zellen in Gegenwart von DMSO- und PBS-Extrakten von Alant und Cystus wird 
in Tabelle 5 gezeigt. Die Alant- und Cystus- Ex trakte wurden in einer Verdiinnung von 1 : 1.000 eingesetzt. Aus der Ta- 
belle kann entnommen werden, dafi DMSO-Extrakte aus Alant und Cystus die Prolcinsynthese und Lactatdehydroge- 
nase-Werte (TDH) am starksten reduzieren, wahrend die PBS-Extrakte cine weniger stark inhibierende Wirkung zeigen. 
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Ata?Ss£££^ Ung des h CyStu D s - PBS - Ex u f k,es wcs <« deuUicher ausgeprag, als die Hemmwitkung des 
Alant-PBS-hxiraktes. Die angegebenen Prozentzahlen stellen Mittelwerie aus je drei Experimenlen dar. 

Tabelle 5 

Relatives Wachstum der MCF7-Zellen in Gegenwart von Pflanzenextrakten aus Alant and Cystus 



Extrakt aus 


relatives Zellwachstum mit 








DMSO-Extrakt 


PBS-Extrakt 




Protein (%) LDH (%) 


Protein (%) 


LDH 


Inula helenium 


12,3 14.8 


60,5 


54,2 


Cistus incanus 


13,3 15,7 


20,9 


29,7 
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EC 50 -Werte der Pflanzenextrakte 
JJ2 Ink " ba !i° n j; 0n M CF7-ZeUen mit DMSO- bzw. PBS-Extrakten von Alani und Cystus in ansteigenden Konzen- 
S'bestim^ r„T a ln * h Kurv ' e " v f rlaufen la6t «ch die halbmaximale Hemmkonzentration (EC 50 - 

rctd hohc~ kLTI f Ze ^ e " h ^n.ax,„,ale Henunwirkung bereits bei einer geringen Extrtklkonzentration, ^h- 

b?B^S^^^^ E f^ C,n ^ WCrdC " m0SSCn ' Um di0Sclbc H ™i*ung zu encichen. Da- 
Dei liegt der fcC 5(r Wert fur Cystus jedoch weit unter dem von Alant. 

Tabelle 6 

Errechnete EC 50 -Werte fiir die Pflanzenextrakte von Alant und Cystus 



Extrakt aus 


EC 5 o-DMSO 


EC50-PBS 


Inula helenium 


0,017% 


0,118% 


Cistus incanus 


0,019% 


0,042% 



4 £1 L vl* v , t ff 0 " V °" HT - 29 -^ n ^ b ™- MCF7-Zellen als Funktion der DMSO-Extrakte 1 3 und 

4 bzw. des PBS-Extoktes 3 und 4 dargestellt. Dazu warden HT-29-Zellen und MCF7-Zellen, wie oben beschrieben aT 

2t siS h i t eBUCh D ^ S ° PBS behandel,e " Kontfolle) bei gegebener fiLkljZSS 

I a ? ba ' bm ?* ,male Hemmwirkung EC 50 ermitteln, die fur das DMSO-Extrakt 1 in HT-29-ZeUen bei 0 45% lieot 

Tt^^SSSSSSSt^ 1 3 - - «™ -«»» ^. »*£SSiS:i3 

Patentanspriiche 

moreT VendUnS ^ Gi6rSCh (A< S 0 P odium P^ana L.) zur Behandlung und/oder Prophylaxe von bosanigen Tu- 

"* Gi6KCh ^gopodiumpodagrariaL.) in Kombina- 
L^uTl? 1 " 18 " aCh A " SPrUCh 1 ° der2 ' dadUrCh S ekennzeichnet . daBGiersch in Kombination mit Cystus (Cistus 

4. Verwendung nach mindestens einem der Anspruche 1 bis 3 in oraler Form 

5. Verwendung nach mindestens einem der Anspruche 1 bis 3 in Form von Extrakten der lipophilen Komponenten 

t vd^HenT 8 A r PmCh X d / dUrCh & k ™™<*"«> daB Cystus (Cistus incanus) in Form von ExTk"en der 
nydrophilen Kornponenfen verwendet wird. 
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Figur 1 

Proliferation von HT-29 Zellen als Funktion der Konzentration von DMSO-Extrakt aus 
Giersch 
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